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53) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Protein mit der 
Aktivitat einer Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus 
Katzenhaien sowie Verfahren desselben und Verwendun- 
gen derselben. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft aus Katzenhaien ge- 
wonnene Proteine, Verfahren zu deren Gewinnung sowie 
deren Verwendung in biotechnologiscb interessanten An- 
wendungsgebieten. 

Dihydrolipon arnid-Dehydrogenasen (E. C: 1.8.1.4; vor- 
mals 1.6.4.3) gehoren zur Gruppe dor Oxidoreductasen (E. 
C: 1), wie beispielsweise die Glutathion-Reductase (E. C: 
1.6.4.2), die Thioredoxin-Reductase (E. C: 1.6.4.5), die 
NADPH-Cytochrom-P-540-Reductase (E. C: 1.6.2.4), die 
Quecksilber II-Reductase (E. C: 1.16.1.1) oder die lYypa- 
nothion-Reductase (R C: 1.6.4.8). Dihydrolipon amid-De- 
hydrogenasen spielen eine bedeutende Rolle als E 3 -Unter- 
einheit in den Pyruvat-, 2-Oxoglutarat- und Verzweigtket- 
ten-2-OxosSure- Dehydrogenase- Komplexen (Sokatch et al., 
J. BacterioL (1981), 148, 647). Dihydrotiponairid-Dehydro- 
genasen sind auBerdem an der reversiblen, oxidativen De- 
carboxylierung von Glycin beteiligt (Kocbi und Kikuchi, 
Arch. Biochem Biophys. (1976), 173, 71 und Robinson et 
aL, J. BioL Chern. (1973), 248, 5319). Oberdies liegen Hin- 
weise vor, dass der Dihydrolipon amid- Dehydrogenase aus 
Butyribacterium rettferi eine metabolische Rolle bei der 
NAD- abhangigen Umwandlung von Lactat zu Pymvat zu- 
kommt (Wittenberg und Haaf, J. Bacteriol. (1964), 88, 896). 
Des weiteren wird angenommen, dass freie Dihydrolipona- 
mid-Dehydrogenase in Mitochondrien aus Rattenleber als 
Transhydrogenase (Olson und Allgyer, J. Biol. Chem. 
(1973), 248, 1582 und Olson und Allgyer J. Biol. Chem. 
(1973) 248, 1590) wirkt Zudem konnte gezeigt werden, 
dass Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus Schweineherz 
NADH-Oxidase-Aktivitat aufweist (Nakamura und Yama- 
zaki, Eur. J. Biochem. (1979) 96, 417). Im physiologischen 
Bereich liegt die Funktion der Dihydroliponamid-Dehydro- 
genasen auch in der Oxidation be ziehungs weise Reduktion 
von Dihydroliponsaure (DHLS; 6,8-Dimercapto-Octan- 
saure) beziehungsweise Liponsaure (LS; l,2-IMtbiolan-3- 
Pentansaure) sowie der entsprechenden Amide mittels NAD 
beziehungsweise NADH. In einer biologischen Zelle befin- 
det sich freie LS im Gleichgewicfat mit ihrer reduzierten 
Form, der DHLS. Die Einstellung dieses Gleichgewichtes 
wird durch die Dmydroliponamid-Dehydrogenase beschleu- 
nigt Es handelt sich hierbei also um ein intramolekulares 
Redoxsystem, vergleichbar mit dem des oxidierten und re- 
duzierten Glutathion. Da die DHLS oxidiertes Glutathion zu 
reduzieren vermag, sind beide Systeme offensichtlich ge- 
koppelL Auch Disulfidbrucken in Proteinen konnen durch 
die DHLS reduziert werden. AuBerdem fungiert die DHLS 
als Radikalfanger und ubt auch indirekt die Wirkung eines 
Antioxidans aus, da sie Vitamin C regenenert und dieses 
auch die Wirkung von vitamin E verstarkt (Scott et al., Free 
Radic. Res. (1994), 20, 119). Durcb das Abfangen von Sau- 
erstoftradikalen wird die Iipidperoxidation reduziert, so 
dass die Schadigung von Membranen vennindert wird. Ein 
protektiver Einfluss auf Nucleinsauren und Proteine ist dem- 
nach ebenfalls zu erwarten. Dieser Einfluss kann sich positiv 
bei der Prevention beziehungsweise Therapie von Krebs 
und AIDS auswirken (Packer und Suzuki, MoL Aspects 
Med. (1993), 14, 229). 

Das Racemat der LS wird heute schon als Therapeutikum 
bei verscbiedenen Krankheiten eingesetzt Es findet Ver- 
wendung bei der Behandlung von Diabetes mellitus, Leber- 
cirrhose, Polyneuritis, Arteriosklerose, Lactatacidose und 
Sch wermetall vergiftungen . Mindest ebenso erfolgverspre- 
cbend scheint der Einsatz von DHLS beziehungsweise der 
entsprechenden Amide zu sein. 

Dihydrolipon arnid-Dehydrogen asen stellen also Proteine 
dar, die nicht nur wissenschaftlich, sondern auch wirtschaf t- 



lich interessante Anwendungen ermoglichen. Einerseits er- 
moglichen Untersuchungen an Dmydrohponamid-Dehydro- 
g en asen, die als stammesgeschichtlich alte Proteine anzuse- 
ben sind, entwicklungsgeschichtliche Analysen. Anderer- 

s seits ermdglichen DmydroUponamid-Dehydrogenasen die 
Synthese enantiomeren-reiner beziehungsweise enantiome- 
renangereicherter LS- beziehungsweise DHLS -Deri vale, 
die wiederum eine Reihe von pharmazeutisch interessanten 
Anwendungen eroffnen. 

to Dihydroliponamid-Dehydrogenasen sind aus einer Reihe 
von Organismen bekannt, beispielsweise wie schon erwahnt 
aus Schweineherz (Nakamura und Yamazaki, a. a. O.), aus 
Azotobacter vinelandii (Matte vi et aL, J. Mol. BioL, (1991), 
220, 975), aus Pseudomonas sutida (Matte vi et aL, Proteins, 

is (1992), 13, 336), oder aus Butyribacterium rettferi (Witten- 
berg und Haaf a. a. O.). Aus Vitzthum und Bisswanger (Bio- 
logical Chemistry (1997), 378, 103) ist auch eineDihydroU- 
ponamid-Dehydrogenase aus dem GroBgefleckten Katzen- 
hai (ScyUorhinus stellaris) bekannt Aufgrund der komple- 

20 xen und vielfaldgen Einsatzmdglichkeiten von Dihydrolipo- 
namid-Dehydrogenasen besteht jedoch ein standiger Bedarf 
an weiteren Proteinen mit derartiger enzymatischer A kti vi- 
tal, um diese gezielt unter bestimmten Bedingungen oder fur 
bestimmte Anwendungen einsetzen zu konnen. So ist es fur 

25 bestimmte Anwendungen wichtig, dass derartige Enzyme 
auch bei niedrigen Temperaturen hohe spezifische Akti vita- 
ten aufweisen, um beispielsweise eine aufwendige kostenin- 
tensive Hiermostatisierung der katalysierten Reaktion zu 
vermeiden. 

30 Der vorhegenden Erfindung liegt daher das technische 
Problem zu Grunde, weitere Dihydroliponamid-Dehydroge- 
nasen zur VerfUgung zu stellen, die neue odererweiterte An- 
wendungsmoglichkeiten fur derartige Proteine eroffnen so- 
wie neue Verwendungen fur derartige Proteine aufzeigen. 

35 Die vorliegende Erfindung lost dieses Problem durch die 
Bereitstellung eines isolierten und gereinigten, insbesondere 
vollstandig oder partiell gereinigten, Proteins mit der Akti- 
vitat einer Dmydrohponamid-Dehydrogenase, wobei das 
Protein als Homodimer mit einer relativen Molekiilmasse 

40 von circa 100 bis 150 kDa (bestimmt durcb Gelfiltration) 
und einer relativen Molekiilmasse der Untereinheiten von 
circa 50 kDa (bestimmt durch SDS-Poly acrylamidgelelec- 
trophorese und Maldi-TOF) vorliegt und erhaltlich ist durch 
(i) das Herstellen eines Rohextraktes aus Muskulat urge webe 

45 von Scyliorhinus canicula (S. canicula), (ii) das anschlie- 
Bende Durchfuhren einer Gelfiltration tiber eine Superdex®- 
Saule und (ui) das Durchfuhren einer Anionentausch-Chro- 
matographie. Die Erfindung lost das Problem auch durch die 
Bereitstellung eines vorgenannten Verfahrens zur Herstel- 

50 lung des vorgenannten Proteins. SchlieBlich lost die Erfin- 
dung das ihr zu Grunde liegende Problem auch durch die 
Bereitstellung der Verwendung eines Proteins mit der Akti- 
vitat einer Dmydroliponamid-Dehydrogenase aus Katzen- 
haien, insbesondere eines Proteins der vorgenannten Art, als 

55 Diaphorase. 

Das erftndungsgem&fie Protein aus S. canicula zeichnet 
sich in vorteilhafter Weise durch ein besonders niedrig lie- 
gendes Temper aturmaximum und hohe spezifische Akti vita- 
ten auch bei niedrigen Temperaturen aus. Aufgrund der ho- 

60 hen spezifischen Aktivitat auch bei niedrigen Temperaturen 
laufen Reaktionen, beispielsweise auch bei Raumtempera- 
tur, ausgesprochen schnell ab. DemgemaB entfallt eine auf- 
wendige Thermostatisierung von durch das erfindungsge- 
maBe Protein katalysierten Reaktionen bei entsprechend ho- 

65 hen Temperaturen, so dass Kosten reduziert werden konnen. 
Das erfindungsgemafie Protein weist trotz des niedrigen 
Temperaturmaximums eine relativ hohe Temperaturstabili- 
tat auf und kann iiberdies in vorteilhafter Weise reversibel in 
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seiner Enzym- Aktivitat duich die Temperatur reguliert wer- 
den, gleichsam also als •"Iemperatur-Scbalier" wirken. Die 
Aktivitat des voriiegenden Enzyms kann namlich duich eine 
Erhohung dex Temperatur unterbunden beziehungsweise ge- 
stoppt oder vermindert werden. Auf grand der hohen Tempe- 
ranirstabilitat werden die erfindungsgemaBen Proteine je- 
doch beim Absinken der Temperatur wieder enzymatisch 
aktiv. Dies erlaubt in vorteilh after Weise eine reversible 
Kontrolle und Steuerung von Reaktionen durch die Tempe- 
ratur, ab circa 40°C nimmt die Aktivitat ab, bei ungefahr 
70°C ist die Aktivitat annShemd NulL Die Enzym- Aktivitat 
ist bis ungefahr 60°C vorhanden und ab ungefahr 50°C ist 
das Protein nicht mehr aktiv. In dem Bereich zwischen 50 
bis 60°C ist das Protein in einem sogenannten Zwischenbe- 
reich. Erst wenn eine Inkubation des Proteins bei sehr hohen 
Temperaturen fur einen langeren Zeitraum stattfindet, wird 
das Protein irreversibel denaturiert und dann auch bei nied- 
rigen Temperaturen enzymatisch inaktiv. 

Das erfindungsgemaBe Protein besitzt ferner eine lange 
Halbwertzeit und kann demnach auch iiber langere Zeit- 
raume, auch unter ambienten Bedingungen, gelagert wer- 
den. 

Aufgrund der relativ hohen Temperaturstabilitat des Pro- 
teins, konnen gangige mesophile Expressionssysteme zur in 
vivo Herstellung des Proteins verwendet werden. 

Das erfindungsgemaBe Protein erweist sich als besonders 
vorteilhaft hinsichtlich seiner Stereoselektivitat bei der Um- 
setzung und Bildung von R- und S-Enantiomeren, bei spiels - 
weise bei der Liponsfiure, und ermoglicht demgem&B die 
Herstellung enantiomeren-reiner und enantiomerenangerei- 
cherter Substanzen oder Substanzgemische, insbesondere 
der R-Form. So kbnnen gezielt und unter vorteilhaften Be- 
dingungen pharmazeutisch interessante Produkte hergestellt 
werden. 

Die Erfindung stellt femer eine neue und uberraschende 
Verwendung von Dihydroliponamid-Dehydrogenasen aus 
Katzenhaien bereit, gemaB der diese Proteine als Diaphora- 
sen eingesetzt werden. DemgemaB konnen die Katzenhai- 
Proteine mit der Aktivitat einer Dmydroliponamid-Dehy- 
drogenase, insbesondere aus Scyliorhinus stellaris oder S. 
canicula als Enzyme eingesetzt werden, welche eine Pyri- 
dinnucleotid-abhangige Reduktion beziehungsweise Oxida- 
tion von synthetischen und naturlichen Elektronenakzepto- 
ren beziehungsweise -donatoren, zum Beispiel FarbstofTen, 
katalysieren und damit in vorteilh after Weise einem direkten 
oder indirekten enzymatischen Nachweis von Substanzen 
dienen kdnnen. Die erfindungsgemaBe Verwendung eroffhet 
damit ein weiteres Einsatzspektrum fur Katzenhai-Dihydro- 
liponamid-Dehydrogenasen als Diaphorasen, die beispiels- 
weise in Redoxsystemen die Untersuchung unterschiedlich- 
ster Reaktionen in visuellen Spektralbereichen ermoglichen. 
Erfindungsgemafi kann beispielsweise vorgesehen sein, die 
Dihydroliponamid-Debydrogenasen aus Katzenhaien, ins- 
besondere das Protein der voriiegenden Erfindung, an Avi- 
din oder Nucleinsfiuren bestimmter Sequenz chemisch zu 
binden, so dass Stoffe, die an diese Substanzen binden, wie 
beispielsweise Nucleinsauren mit komplementarer Sequenz 
oder Biotin beziehungsweise Biotin-Derivate nachgewiesen 
werden ktinnen. 

ErfindungsgemaB kann durch eine Quervemetzung meh- 
rerer DihydroUponamid-Dehydrogenasen die Empfindlich- 
keit solcher Enzymsubstratkomplexe stark erhoht werden. 

Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung wird 
unter einem Protein mit der Aktivitat einer Dihydrolipona- 
mid-Dehydrogenase ein Protein verstanden, welches in der 
Lage ist, mittels NAD(P) beziehungsweise NAD(P)H 
DHLS beziehungsweise LS, deren Aminde und Derivate, zu 
oxidieren beziehungsweise zu reduzieren. 
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Im Zusammenhang mit der voriiegenden Erfindung wird 
unter einem Protein mit der Aktivitat einer Diaphorase ein 
Enzym verstanden, welches in der Lage ist, eine Pyridinnu- 
cleotid-abhangige Reduktion beziehungsweise Oxidation 
von kunstlichen und/oder naturlichen Elektronenakzeptoren 
beziehungsweise -donatoren wie FarbstofTen zu katalysie- 
ren, insbesondere in Abhangigkeit von NAD(P)H bezie- 
hungsweise NAD (P). 

Unter einer Superdex®-Saule wird eine Gelflltrations- 
saule verstanden, die ein hydrophiles periformiges Polyme- 
risat mit einer durchschnittlichen PartikelgroBe von 13 Mm 
aus quervernetzter Agarose und Dextran enthalt, insbeson- 
dere mit einem Trennbereich fur globulare Proteine von 10 
bis 600 kDa. 

Die Erfindung stellt also eine neue Dihydroliponamid- 
Dehydrogenase (E. C. 1 .8.1.4) aus S. canicula bereit, welche 
durch die relative MolekUlmasse des als Homodimer voriie- 
genden Gesamtproteins und die relative MolekUlmasse der 
einzelnen Untereinheiten so wie spezielle zu ihrer Isoherung 
20 fiihrende Verfahrensschritte gekennzeichnet ist. Selbstver- 
standlich erfasst die Erfindung aber auch Isoenzyme, Mu- 
tanten, Derivate, funktionelle Aquivalente oder Abwandlun- 
gen dieses Proteins, sofern diese im wesentlichen die ge- 
nannten Aktivitaten und Eigenschaften aufweisen und mit- 
25 tels des beschriebenen Herstellverf ahrens angereichert wer- 
den konnen. Die Erfindung erfasst zum Beispiel auch Fusi- 
onsproteine, die das vorliegende Protein oder Fragmente des 
erfindungsgemaBen Proteins ganz oder teilweise enthalten. 
Die Bandung erfasst auch Proteine, die nur eine oder meh- 
rere der Untereinheiten des voriiegenden Proteins enthalten, 
gegebenenfalls zusaramen mit Untereinheiten anderer Her- 
kunft und/oder Struktur beziehungsweise Funktion. Die Er- 
findung erfasst insbesondere auch die erfindungsgemaBen 
Proteine, wobei diese Derivatisierungen wie Glycosylierun- 
gen, Acylierungen, Acetylierungen, gebundene Lipidgrup- 
pen oder ahnliches aufweisen. Die Erfindung erfasst auch 
die vorgenannten Proteine, wobei diese mit an deren Mole- 
kulen verbunden sind, wie Nucleinsauren, Avidin oder ahn- 
licbem. 

Die Erfindung erfasst selbstverstandlich auch Antikorper 
oder deren Fragmente, insbesondere monoclonale und poly- 
clonal Antikorper, die spezifisch gegen das erfindungsge- 
maBe Protein oder Teile davon gerichtet sind und diese spe- 
zifisch erkennen und binden konnen. Die Erfindung betriffi 
45 auch gegen die vorgenannten Antikbrper gerichtete Antikdr- 
per. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform erfasst 
die Erfindung ein vorgenanntes Protein, wobei dieses Pro- 
tein aus Parietalmuskulatur aus S. canicula gewonnen 
wurde. 

Die erfindungsgemaBe Herstellung eines Rohextraktes er- 
folgt in einer weiteren bevorzugten Ausruhrungsform da- 
durch, dass Muskulatur, insbesondere Parietalmuskulatur, 
aus S. canicula entnommen wird und zu Pulver zerkleinert, 
zum Beispiel zermorsert wird, insbesondere in fliissigem 
Stickstoff. AnschlieBend wird das Pulver, insbesondere das 
gefrorene Pulver, mit einer vorzugsweise gleichen Menge 
an Aufschlusslosung vermengt und unter Schiitteln bei ge- 
geniiber Raumtemperatur erhahter Temperatur fur einen de- 
finierten Zeitraum inkubiert, insbesondere 5 bis 30, zum 
Beispiel 10, Minuten bei mindestens 60°C, vorzugsweise 70 
bis 90°C, insbesondere 80°C. AnschlieBend erfolgt eine 
Zentrifugation, insbesondere eine Zentrifugation iiber 10 
Minuten, beispielsweise mit 16000 g bei 4°C. In besonders 
bevorzugter Ausruhrungsform wird der so gewonnene Ro- 
bextrakt, also der nach ZenUifugation erhaltene Oberstand, 
fUr die anschlieBende Gelfiltration und Anionentauschchro- 
matographie zur Isolierung und Gewinnung des erfindungs- 
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gemaBen Proteins verwendeL 

Die Gelfiltration erfolgt mit einer Superdex®, insbeson- 
dere einer Superdex 200®-Gelfiltranonss8ule, also einer 
Sfiule, die (ibex kovalente Bindungen mit einer Agarosema- 
trix gekoppelte Dextranketten aufweist und bei einer durch- 
schnittlicben PartikelgrdBe von 13 um einen Trennbereich 
fiir globuiare Proteine von 10 bis 600 kDa bereitstellt 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die 
Anionentauscbchromatographie, insbesondere eine Mono 
Q®-Anionentauschchromalographie, mi tie Is monodispersen 
hydrophilen Polymerpartikeln mit einer GroBe von ungefahr 
10 um, die quartare Ammoniumgruppen tragen, bei Raum- 
temperatur durchgeflihrt, wobei in einer weiteren bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform zum Wascben und/oder zur Elution 
10 mM Kaliumphosphat pH 7 verwendet wind. Das Eluat 
enthalt das gereinigte Protein in wassriger L6sung, welches 
entweder so weiterverwendet oder aufkonzentriert werden 
kann. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung kann im Anschluss an die Anionen- 
tauschchromatographie eine weitere Konzentrierung des ge- 
wonnenen Enzyms durch Ultrafiltration stattfinden, bei- 
spielsweise durch Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 
6000xg, bis das Konzentrat das gewunschte \folumen auf- 
weist 

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur Herstel- 
lung eines Proteins mit der Aktivitat einer Dihydrolipona- 
mid-Dehydrogenase aus S. canicula, wobei in einem ersten 
Schritt ein Rohextrakt aus Muskulaturgewebe, insbesondere 
Parietalmuskulaturgewebe, aus S. canicula hergestellt wird, 
insbesondere nach dem vorgenannten Verfahren zur Herstel- 
lung eines Robextraktes, in einem zweiten Schritt eine Gel- 
filtration mit einer Superdex®- Saule, insbesondere einer Su- 
perdex® 200-Saule, und in einem dritten Schritt eine Anio 
nentauschchromatographie durchgefuhrt wird, der sich ge- 
gebenenfalls eine Ultrafiltration anschlieBen kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung 
eines Proteins mit der Aktivitat einer Dihydroliponamid-De- 
hydrogenase aus Arten der Famine der Katzenhaie, insbe- 
sondere aus S. stellaris und S. canicula, als Proteine mit der 
Aktivitat einer Diaphorase, bei spielsweise in Kits und 'Ver- 
fahren zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis 
von Substanzen, zum Beispiel gekoppelten optischen Tests. 
Die erfindungsgem&Se Verwendung erdfrnet fur die genann- 
ten Dihydroliponamid-Dehydrogenasen ein erweitertes An- 
wendungsspektrum, insofem als dass diese Proteine die Re- 
duktion beziehungsweise Oxidation von synthetischen und/ 
oder natiirlichen Hektronenakzeptoren oder -donatoren, ins- 
besondere Farbstoffen, in Pyridinnucleotid-abhangigen Re- 
aktionen ermoglichen. Die dabei vorzugsweise im visueUen 
Spektralbereicb gebildeten Farbstoffe ermoglichen den 
Nachweis unterschiedlichster Substanzen, wie Aminosau- 
ren, Proteine, insbesondere Enzyme, Nucleinsauren, Cofak- 
toren etc. Die gen arm ten Dihyd^Hponamid-Dehydro-gena- 
sen k6nnen daher in den verschiedensten analytischen Sy- 
stemen, zum Beispiel in gekoppelten Enzymsubstratlests 
eingesetzt werden, wobei die nachzuweisenden Substanzen 
selbst Substrate der Diaphorase sein kdnnen, aber auch Sub- 
strate anderer Enzyme, die durch Kopplung des Redoxsy- 
s terns eines solchen Enzyms mit dem der Diaphorase die 
Untersuchung solcher Reaktionen im visuellen Spektralbe- 
reich ermoglichen. Beispielsweise wird durch die Kopplung 
von zum Beispiel Avidin an Diaphoresen der Nachweis von 
Biotinderivaten ermoglicht 

Demgemafi betrifft die Erfindung auch Verfahren zur oxi- 
dativen oder reduktiven Umsetzung eines Substrates zu ei- 
nem Farbstoff oder der Bildung eines Produktes aus einem 
Farbstoff, wobei das Substrat oder der Farbstoff mit minde- 
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stens einem Pyridinnucleotid, zum Beispiel NAD(P)/ 
NAD(P)H, und einem Protein mit der Aktivitat einer Dia- 
phorase aus Katzenhaien, insbesondere dem Protein der vor- 
liegenden Erfindung, unter reduzierenden oder oxidierenden 
5 Bedingungen zu einem Farbstoff oder Produkt umgesetzt 
und nachgewiesen wird. Das Substrat kann dabei, insbeson- 
dere in einem Nachweisverfahren, eine nachzuweisende 
Substanz sein oder Uber eine weitere Enzym-Substratverbin- 
dung mit einer nachzuweisenden Substanz gekoppelt sein. 
to Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist ein 
Farbstoff ein Substrat, das nach Oxidation beziehungsweise 
Reduktion seine spektralen Eigenschaften im visuellen 
Spektralbereicb andert, insbesondere die Stoffe 2-(4-Iodo- 
phenyl>3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium (INT); 3- 
15 (4,5-Dimemylmiazol-2-yl)-2^-m'phenyltetjrazoUumbromid 
(MTT); 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP); Ni- 
troblautetrazoliumchlorid (NBT); Flavinmononucleotid 
(FMN); 4-[-3(4-Icdophenyi)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetra- 
zoUo]-l,3-benzendisulfonat (WST-1); 2,3-bis[2-methoxy-4- 
20 nitro-5-suifophenyl]-2H-terrazolium-5-caroxanilid (XTT). 
Andere Substrate sind zum Beispiel Liponsaurederivate so- 
wohl Racemate beziehungweise Enantiomere, wie auch LS, 
LA, DHLS, DHLA, Lipoylreste, l,2-Dithiolan-3-capron- 
saure, Bisnorliponsaure, letranorhponsaure, insbesondere 
25 LS- Amide, die bessere Substrate als die freien Sauren sind, 
da beispielsweise zumindest in den Enzymkomplexen das 
eigentliche Substrat saurearnidgebundene LS ist Weitere 
andere Substrate sind auchPyridinnucleotide, wie beispiels- 
weise a NAD, p NAD, a NADH, p NADH, a NADPH, p 
30 NADPH, a NADP, p NADP, Thio a NAD und Thio p NAD 
und andere. 

Andere Substrate sind zum Beispiel Liponsaurederivate 
sowohl als Racemat beziehungweise Enantiomer, wie auch 
LS, LA, DHLS, DHLA, Iiponreste, l,2-Dithidan-3-capon- 
35 saure, Bisvorliponsaure, Tetranorliponsaure, insbesondere 
LS- Amide. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung erge- 
ben sich aus den Unteranspruchen. 

Die Erfindung wird anhand der Beispiele und der dazuge- 
40 horigen Figuren naher erlautert Es zeigen: 

Fig. 1 Eine graphische Darstellung der Superdex 9 200 
Gelfiltration des Robextraktes von S. canicula. Die Protein- 
konzentration ausgefUUte Quadrate) wurde Uber die Brad- 
ford-Proteinbestimmung ermittelt Des weiteren wurden die 
Fraktionen auf I>i hydroliponamid- Dehydrogenase- Vol u- 
men aktivitat (•) untersucht. 

Fig, 2 Eine graphische Darstellung der Mono Q®-Anio- 
nentauschchromatographie der vereinigten Gelfiltrations- 
fraktionen von S. canicula. Die Proteinkonzentration (aus- 
gefiillte Quadrate) mit einem Maximum von 0,4mg/ml, 
wurde uber die Bradford-Proteinbestimmung ermittelt. Des 
weiteren wurden die Fraktionen auf Dibydroliponamid-De- 
bydrogenase-Volumenaktivitat (•) untersucht Das Maxi- 
mum betrug hier circa 1 U/ul. Die Konzentration der L6- 
sung B (ausgeftillte Dreiecke) veranderte sich bei der Elu- 
tion linear. 

Fig. 3 Einen Maldi-TOF des Proteins mit Dihydrolipona- 
mid-Dehydrogenase- und Diaphorase- Aktivitat aus S. cani- 
cula. 

Fig. 4 Das pH-Opnmum der Enzymaktivitat des Proteins 
am Beispiel der Reduktion des DHLA durch das Protein aus 
S. canicula. Die Proteinmenge betrug hierbei circa 2 ug/ml. 
Die Reaktionen wurden bei einer Temperatur von circa 
20°C durchgefUhrt. 

Fig. 5 Das Temperaturmaximum der Enzymaktivitat des 
Proteins am Beispiel der DmydroUponarm^-Dehydroge- 
nase-Aktivitat des Proteins aus S. canicula. Die Protein- 
menge betrug hierbei circa 2 ug/ml. 
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Fig. 6 Die Tfemperaturetabilitat der Enzymaktivitat des 
Proteins am Beispiel der Dihydroliponamid-Dehydroge- 
nase-Aktivitat des Proteins aus S. canicula unter oxidieren- 
den (ausgefUllte Quadrate, ausgefullte Dreiecke) und redu- 
zierenden (□, A) Bedingungen bei 80°C (ausgefullte Qua- 
drate, □) und 90°C (ausgefullte Dreiecke, A). 

Fig. 7 Faktoren der hSheren spezifischen Dihydrolipona- 
nud-Dehydrogenase-Aktivitaten (liniert) und Diaphorase- 
Aktivitaten (kariert) des Proteins aus S. canicula im \fer- 
gleich zum Enzym aus Schweineherz. Die Proteinbestim- 
mung erfolgte einmal nach Bradford (Bradford, Anal. Bio- 
chem., (1976), 72, 248), zum anderen fluorimetrisch nach 
Vitzthum (Vitzthum, et al., AnaL Biochem., (1999), 276, 
59). 

Beispiel 1 

Gewinnung des Proteins mit der Akti vital einer Dihydroli- 
ponamid- Dehydrogenase aus S. canicula 

A) Herstellung des Rohextraktes 

Zur Herstellung des Rohextraktes wurde S. canicula Pa- 
rietalmuskulatur entnommen und in flussigem Stickstoff zu 
Pulver zermorsert AnschlieBend wurde das noch gefrorene 
Muskelpulver mit der gleichen Menge an Aufschlusslosung 
(10 mM KPP (gieich Kahumphosphatpuffer pH 7,5; 3 mM 
EDTA; 5 mM FMSF; 0,1 mM FAD) vermengt Unter stan- 
digem Mischen wurde die Probe bei 80°C 10 Minuten lang 
inkubiert Daraufhin erfolgte eine 10-mintitige Zentrifuga- 
tion mit 16000 g bei 4°C. Der resultierende t)berstand 
wurde als Rohextrakt bezeichnet 

Zur Herstellung von Kahumphosphatpuffer wurden Di- 
kaliumhydrogenphosphat- und Kaliumdihydrogenphosphat- 
Losungen gleicher Molaritat im entsprechenden Verhaltnis 
gemischt 

B) Superdex® 200 Gelfiltration 

Zwischen 0,5 und 2 ml des unter A) hergestellten Rohex- 
traktes wurden einer Gelfiltration mit einer Hi Load® 16760 
prep grade Gelfiltrationssaule und einem Fast Protein Liquid 
Chromatographic (FPLC) System der Firma Amersham 
Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland) bei RT mit 
10 mM KPP pH 7,5 und 3 mM EDTA und einer Flussrate 
zwischen 1 und 2 ml pro Minute unterzogen. Das Volumen 
der Fraktionen betrug etwa 2 ml. Fraktionen mit ausreichen- 
der Enzymaktivitat wurden vereinigt (Fig. 1). 

Bei der Superdex® 200 Gelfiltration wurde bezuglich des 
Rohextraktes und der spezifischen Akuvitat eine Anreiche- 
rung von 22 ±7 und eine Ausbeute bezuglich der Gesamten- 
zymakuvitat von 130% ± 20 erreicht 

O Mono Q®-Anionentauschchromatographie 



Mit den vereinigten Fraktionen der Gelfiltration gem£B 
B) wurde eine Anionentauschchromatographie mit einer 
Mono Q® HR 5/5 Saule der Firma Amersham Pharmacia 
Biotech (Freiburg, Deutschland) bei RT (Raumtemperatur) 
durchgefUhrt Unter einer Flussrate von 1 ml/mi n wurden 
circa 10 ml Probe appliziert, mit 5 ml Losung A (10 mM 
KPP pH 7,5 und 3 mM EDTA) gewaschen, hiemach wird 
die Konzentration der Losung B (10 mM KPP pH 7,5, 3 mM 
EDTA und 1 M NaCl) kontinuierlich, linear auf 100% er- 
hoht, 100% waren nach 60 ml erreicht und anschlieBend 
wurden mit 10 ml einer 100%igen Losung B eluiert. Es wur- 
den Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Diejenigen mit ausrei- 
chender Enzymaktivitat wurden vereinigt (Fig. 2). 



Bei der Mono Q®- Anionentauschchromatographie ergab 
sich die Anreicherung zu 1500 ± 600 und die Ausbeute zu 
95% ± 12. 

5 D) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen mit Dihydro- 
Uponamid-Dehydrogenase-Aktivitat der Mono Q 8 - Anio- 
nentauschchromatographie durch Ultrafiltration. 

Zur gegebenenf alls erwiinschten Konzentrierung der ver- 
10 einigten Fraktionen mit Dihydroliponamid-Dehydrogenase- 
Aktivitat der Mono Q»-Anionentauschchromatographie ge- 
maB C) wurden Ultrafree® 50 K Ultrafiitrationseinheiten der 
Firma Millipore GmbH (Eschborn, Deutschland) verwen- 
deL Hierbei wurden die Proben bei RT mit 6000 g so lange 
15 zentrifugiert, bis das Konzentrat das gewunschte Nfolumen 
hatte. 

Beispiel 2 

20 Bestimmung der Reinheit des Haiproteins mit Dihydrolipo- 
namid-Dehydrogenase- und Diaphorase-Aktivitat und der 
relativen Molekiilmasse derProteinuntereinheiten durch 

SDS-PAGE 

25 Zur Durchfuhrung einer SDS-PAGE wurden 12,5-pro- 
zentige homogene Gele und das Phast System® der Firma 
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland) ver- 
wendet Die Proben wurden mit der Probenauftragslosung 
im Verhaltnis 1 : 1 verdiinnt und auf das Gel aufgebracht 
30 (Sambrook, et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual). Die Proteinmenge des Rohextraktes betrug hierbei 
circa 17 ug. Da die Proteinkonzentrationen der vereinigten 
Fraktionen der chromatographischen Schritte sehr gering 
waren, muss ten diese vor dem Auftrag auf das Gel mit Hilfe 
35 einer Vakuumzenuifuge TVp Univapo 100 H der Firma Uni 
Equip Laborgeratetechnik und Vertriebs GmbH (Martins- 
ried, Deutschland) konzentriert werden. Die Proteinmenge 
der Gelfiitrationsprobe betrug damit circa 7ug, die des 
Mono Q®-Eluats sowie die des Konzentrates der Uitrafilu-a- 
40 tion circa 1 ug. Des weiteren wurden circa 4 ug "Protein 
Molecular Weight Standard" von 143 bis 200 kDa aufgetra- 
gen. 

Die Farbung der Proteinbanden im Gel erfolgte Uber kol- 
loidales Coomassie. Hierzu wurden die Proteine zunSchst 
45 15 bis 60 Minuten in 20% (vAr) Methanol oder Ethanol und 
7 bis 8,5% (v/v) o-Phosphorsaure oder Essigsaure unter 
Schiitteln bei RT fixiert. Zur Farbung wurden die Gele in 
20% (v/v) Methanol oder Ethanol und 20% <v/v) Roti®-Blue 
uberfuhrt und bei Raumtemperatur so lange geschuttelt, bis 
50 die Farbung vollstandig war AnschlieBend wurde in 25% 
(v/v) Methanol oder Ethanol entfarbt, danach in 20 g Am- 
moniumsulfat pro 100 ml Nasser stabihsiert, und daraufhin 
das Gel in der Trocknerlosung mit 20% (v/v) Ethanol und 
10% (v/v) Glycerol getrocknet 
55 Die zunehmende Reinheit der Proteine im Veriauf ihrer 
Reinigung und die Bestimmung der relativen Molekiilmas- 
sen der Enzymuntereinheiten wurde durch vorstehend be- 
schriebene SDS-PAGE untersucht (Probenauftragsldsung: 
0^ M TRIS-HC1, pH 6,8; 6% SDS, 20% Glycerol; 1% DTT, 
60 0,1 mg Bromphenolblau und Orange G). Die Auswertung 
der SDS-PAGE ergab fur das Protein aus S. canicula eine re- 
lative Molekiilmasse der Untereinheiten im Bereich von 
circa 50 kDa. Damit lag die relative Molekiilmasse der Un- 
tereinheit des Proteins aus S. canicula uber der aus S. stella- 
65 ris, die im Bereich von 45 kDa liegt 

Das aus Vitzthum und Bisswanger (a. a. O.) bekannte 
Protein stammt daher nicht, wie dort iiTtumlich angegeben, 
aus S. canicula, sondern aus S. stellaris. S. canicula unter- 
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scheidet sich motphologisch namlich kaum von S. stellaris. 
S. stellaris kann als ausge wachsenes Her eine Lange von et- 
was mehr als einen Meter erreichen, wahrend S. canicula 
nur etwa 80 cm lang wind. Nicht ausgewachsene Here sind 
daher schwer zuzuordnen, da die Pigmentierung starken Va- 
riationen unterliegt. Mittels des in Vitzthum und Bisswanger 
(a. a. O.) bescbriebenen Verf aniens lasst sicb aus S. canicula 
kein Protein mit der Aktivitat einer Dihydrohponamid-De- 
hydrogenase isolieren, sondern nur aus S. stellaris. 

Beispiel 3 

Bestimmung der relati ven Molekiilmasse der Proteinunter- 
einbeiten durch Massenspektrometrie 

Neben der Bestimmung der relativen Molekiilmasse der 
Untereinheiten des Proteins aus S. canicula Uber die SDS- 
PAGE wurde eine Maxtrix Assisted Laser Desorption Ioni- 
sation Time of Flight (Maldi-TOF) Massenspektralanalyse 
durchgefuhrt Hierzu wurden die vereinigten Fraktionen der 
Mono Q®-Anionentauschchromatographie mittels Ultra- 
free® 5 K Ultrafiltrationseinheiten der Firma Millipore 
GmbH Eschbom, Deutschland) konzentriert und in das L6- 
sungsmittel Wasser uberfuhrt Als Matrix fungierte Sinapin- 
saure. Die Massenspektrometrie wurde mit einem Gerat der 
Firma Hewlett Packard durchgefuhrt Die relative Molekiil- 
masse einer Untereinheit ergab sich zu circa 50 kDa (Fig. 3). 

Beispiel 4 

Bestimmung der relativen Molekiilmasse des Haiproteins 

aus S. canicula 

t)ber eine Eichung mit einem Protein standard wurde die 
relative Molekiilmasse des Proteins aus S. canicula durch 
dessen Elutionsvolumen (V c ) bei der Superdex® 200 Gelfil- 
tration des Rohextraktes bestimmt Mit dem Ausschlussvo- 
lumen (V 0 ) und dem Saulenvolumen (VJ ergab sich nach: 

<V,-V 0 ) 

K av = , 
(V t -V 0 ) 

fur das Haienzym ein Ka V von circa 0,34, aufgrund dessen 
die relative Molekiilmasse etwa zwischen 100 und 150 kDa 
liegt Aufgrund der vorstehend beschriebenen SDS-PAGE 
und Maldi-TOF Untersuchungen, kann davon ausgegangen 
werden, dass es sicb bei dem vorliegenden Proteins um ein 
Homodimer h an deli. 

Beispiel 5 

Charakterisierung der enzymatischen Eigenscbafben des 
Proteins gemaB Beispiel 1 sowie der Dihydroliponamid- De- 
hydrogenase aus S. stellaris 

Enzymaktivit&tsbestimmung 

Die Bestimmung der Enzymaktivitaten erfolgte mit dem 
Spektrophotometer Lambda 2 der Firma Perkin Elmer/Ap- 
plied Biosy stems GmbH (Langen, Deutschland). Des weite- 
ren wurden spezielle Mikrotiterplattensysteme zur Bestim- 
mung von Enzymaktivitaten iiber Extinktionskoeffizienten 
mit dem Mikrotiterplattenreader 3550 der Firma Bio-Rad 
Laboratories GmbH (Munchen, Deutschland) eingesetzt 



531 A 1 

10 

Bestimmung der Dihydroliponamid- Dehydrogenase- Akti- 
vitat 

Zum einen wurde bei den Enzymtests die durch Dihydro- 
5 Uponamid-Dehydrogenasen katalysierte Reduktion der LS 
mit NADH und einem Proton unter Bildung von R/S-Dihy- 
droliponsaure (DHLS) und NAD ausgenutzt Die Testmi- 
schung bestand hierbei aus 0,93 mM EDTA, 0,68 mg/ml 
BSA, 0,2 mM NADH und 0,3 mM NAD in 0,1 M KPP pH 
to 5,9 (6,7). Nach Zugabe der Probe wurde die Reaktion mit 
LS gestarteL Start NADH wurde auch NADPH und Thio- 
NAD verwendet Aufierdem wurden Liponsaureamide un- 
tersucht. Es wurden jeweils Racemate als auch Enanuomere 
eingesetzt 

15 Zum anderen wurde bei einem weiteren Enzymtest zur 
Bestimmung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase-Akti- 
vitfit die enzymkatalysierte Oxidation von DHLS oder des 
R/S-DihydroliponsSureamids (DHLA) durch NAD unter 
Bildung von LS oder R/S-Liponsaweamid (LA), NADH 
20 und einem Proton verwendet In der Regel wurde hierbei 
eine DHLS- beziehungsweise DHLA-Konzentration von 
5 mM und eine NAD-Konzentrauon von 2 mM in 0,1 M 
Kaliumphosphatiosung (KPP) pH 7,6 eingesetzt Gestartet 
wurde die Reaktion bei 25°C nach Zugabe der Probe durch 
25 DHLS beziehungsweise DHLA. Die Herstellung der DHLS 
des DHLA erfolgte mittels Reduktion von LA durch Natri- 
umborbydrid. 

Die Bildung beziehungsweise der Verbrauch von NADH 
wurde bei einer Wellenlange von 340 nm verfolgt Ober die 
30 Absorptionsanderung mit der Zeit wurde anhand einer Zeit- 
Umsatz-Kurve die Reaktion sgeschwindigkeit iiber den mo 
laren dekadischen Absorptionskoeffizienten des NADH bei 
340 nm von 6,22 (mMcm)~ l ermittelt Hierzu wurde das 
Tangentenverfahren zur Bestimmung der Anfangssteigung 
35 angewendet und die Volumenaktivitat berechnet. Die An- 
gabe der Volumenaktivitat erfolgte in UA. Eine Enzymein- 
heit (Unit U) ist definiert als Umsatz von 1 umol Substrat 
beziehungsweise Produkt pro Minute. Die spezifiscbe Akti- 
vitat berechnete sich aus dem Quotienten der Volumenakti- 
40 vitat und Proteinkonzentration der Probe. 

Da der Umsatz des NADH bei 340 nm verfolgt wurde, 
musste Uberpruft werden, ob der Dithiolanring der reduzier- 
ten LS beziehungsweise des Amids einen signifikanten Bei- 
trag zur Absorption in diesem Bereich leistete. Hierzu 
45 wurde das Absorptionsmaximum und der relative dekadi- 
sche Absorpdonskoeffizient des Dithiolanrings im relevan- 
ten Wellenlangenbereich bestimmt Die Spektren des DHLA 
sowie der LS, beide in Ace ton gelost, wurden aufgezeichnet 
Der Dithiolanring absorbierte maximal bei 337 nm mit ei- 
50 nem relativen molaren dekadischen Absorptionskoeffizien- 
ten von 0,09 ± 0,0008 (mMcm)" 1 . Dies entsprach 1,4 Pro- 
zent des relativen molaren dekadischen Extinktionskoefrl- 
zienten von NADH bei 340 nm. Somit konnte der Einfluss 
des Dithiolanringes bei der Bestimmung der Dihydrolipona- 
55 mid-Dehydrogenase- Aktivitat vernachlassigt werden. 

Bestimmung der Diaphorase- Aktivitat 

Die Reduktion des 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nimDphenyl)-5- 
60 phenyltetrazolium (INT) wurde Ober die Bildung des bei 
492 nm maximal absorbierenden INT-Formazans mit einem 
molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten von 19,4 
(mMcm)" 1 verfolgt Die Konzentrationen des Standardtests 
betrugen 0,45 mM NAD, 0,4 mM NADH, 0,13 mM bis 
65 l^mMINTundwahlweise 15uMBSAin0,l MKPPpH 
8. Des weiteren wurden gegebenenfalls 0,2 uM Flavin- Ade- 
nin-Dinucleotid (FAD) eingesetzt Die Bestimmung der 
Diaphorase- Aktivitat erfolgte entsprechend der der Dihy- 
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droliponamid-Dehydrogenase-AktivitaL AuBerdem wurden 
MTT, XTT, BCEP und NBT im mM-Konzentrationsbereich 
untersuchL 

Bei der Ermittlung der Enzymakti vita ten bei verse hi ede- 
nen pH-Werten wurde im Bereich zwischen 5 und 8 mil 5 
0,1 M KPP gearbeitet, zwischen 7 und 9 mit 0,1 M Iris-HCl 
und zwischen 3 und 12 mit Theorell-Stenhagen-Losung. Zur 
Herslellung dieser L6sung wurden 100 ml 033 M Citronen- 
saure, 100 ml 0,33 M o-Prtosphorsaure, 3,54 g Borsaure und 
343 ml 1 N NaOH gemischt, der pH-Wert mit konzentrierter 10 
HQ bei RT eingestellt und auf 11 aufgefullt 

Das Protein aus S. canicula wurde wie in Beispiel 1 be- 
schrieben hergestellL Das Protein aus S. stellaris wurde wie 
in Vitzthum und Bisswanger (a. a. O.) be schrieben aus S. 
stellaris-Gewebe hergestellL Es konnte gezeigt werden, dass 15 
das Enzym aus S. stellaris schon im Rohextrakt eine Dia- 
phoraseaktivitat von 3 U/mg aufweist 

A) pH-Abhangigkeit der DihydroUponamid-Dehydroge- 
Dase- und DiaphoraseaktivMt der Haiproteine aus S. cani- 20 

cula und S. stellaris 

Die Oxidation der LS beziehungs weise der Amide durch 
beide Haienzyme veriief bei einem pH-Wert von etwa 6 op- 
timal Das pH-Optimum der Reduktion des DHLA lag etwa 25 
zwischen 7 und 8 (Fig. 4). Bei der Reduktion des INT ergab 
sich fur beide Enzyme ein vergleichbares pH-Optimum. Die 
pH-Stabilitat der Proteine war zwischen einem pH-Wert von 
5 und 9 hoch. 

30 

B) Temperaturabhangigkeit der Dihydroliponamid- Dehy- 
drogenase- und Diaphoraseakti vital des Haiproteins aus S, 

canicula 

Temperaturmaximum 35 

Das Temperaturmaximum der Enzymakti vital des vorlie- 
genden Haiproteins lag etwa zwischen 30 und 50°C, was am 
Beispiel der Dihydrolirx>nanu^Dehydrogenase-Aktivitat 
des Enzyms aus S. canicula deutlich wurde (Fig. 5). 40 

Tempera turstabili tat 

Das Haiprotein besaB auch bei vergleichs weise hohen 
Temperaturen enorme Stabilitat. Am Beispiel der Dihydroli- 45 
ponamid-Dehydrogenase-Aktivitat des Enzyms aus S. cani- 
cula zeigt sich, dass trotz des vergleichsweise geringen 
Temperaturmaximums sogar bei 80°C noch eine hohe Tern- 
peraturstabilitat vorhanden war. Unter reduzierenden Bedin- 
gungen mit 1 mM DTT nahm die Temperature tabilitat im 50 
besonderen bei 90°C im Vergleich zu oxidierenden Bedin- 
gungen deutlich ab (Fig. 6). 

C) Stereoselektivitat 

55 

Beide Haiproteine, sowohl das aus S. canicula als auch 
ein gemaB vitzthum und Bisswanger (a. a O.) gereinigtes 
Protein aus S. stellaris besaBen Stereoselektivitat beziiglich 
ihrer Substrate. Hierbei kommt es beispielsweise zu einem 
20-fach hoheren Umsatz eines Enantiomers, namlich des R- 60 
Enantiomers, gegenUber dem anderen. Dies kann beispiels- 
weise zur stereoselektiven Herslellung von Liponsaure be- 
ziehungsweise Dihydroliponsaure und der entsprechenden 
Amide ausgenutzt werden. Beispielsweise kann auch die se- 
lektive Bindung eines Substratenantiomeres durch die Pro- 65 
teine zur Herslellung enanti omerenreiner Pharmaka ausge- 
nutzt werden. 
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D) Vergleich der enzymatischen Akti vitaten der Haiproteine 
mit der S ch weineherzdiaphorase 

Die Bestimmung der Enzymakti vitaten bei Raumtempe- 
ratur ergab fur die Proteine aus S. stellaris und S. canicula 
vergleichbare Werte. Im Gegensatz zur Schweineherzdia- 
phorase wurden beispielsweise beim Enzym aus S. canicula 
deutlich hohere Aktivitaten ermittelt (Fig. 7). 

Patentansprtiche 

1. Protein mit der Akti vital einer Dihydroliponamid- 
Dehydrogenase, wobei das Protein als Homodimer mit 
einer relativen Molekttlmasse von circa 100 bis 
150 kDa (bestimmt durch Gelfiltration) und einer rela- 
tiven Molekiilmasse der Untereinheiten von circa 
50 kDa (bestimmt durch SDS-PAGE) vorliegt und er- 
haltlich ist durch (i) Herstellen eines Rohextraktes aus 
Muskulaturgewebe von Scyliorhinus canicula, (ii) 
DurchfUhren einer Gelfiltration unter Verwendung ei- 
ner Superdex*-Saule und (iii) Durchfuhren einer Anio- 
nentauschchromatographie. 

2. Protein nach Anspruch 1, wobei das Muskulaturge- 
webe Parietalmuskulaturgewebe ist. 

3. Protein nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Rohex- 
trakt hergestellt wird durch Pulverisieren des Muskula- 
turgewebes, Auflosen in einer Aufschlusslosung, Inku- 
bation der so erbaltenen Losung uber ein en Zeitraum 
von 5 bis 30 Minuten bei mindestens 60°C, vorzugs- 
weise 70 bis 90°C, und anschlieBende Zentrifugation. 

4. Protein nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
wobei die bei der Anionentauschchromatographie ver- 
wendete Saule mit 10 mM Kaliumphosphatpuffer ge- 
waschen und/oder eluiert wird. 

5. Protein nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wobei im Anschluss an die Anionentauschchromato- 
graphie eine Ultrafiltration durchgefuhrt wind. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit der 
Akti vital einer DihydroUponamid-Dehydrogenase, wo- 
bei in einem ersten Schritt ein Rohextrakt aus Musku- 
laturgewebe von Scyliorhinus canicula hergestellt, in 
einem zweiten Schritt eine Gelfiltration unter Verwen- 
dung einer Superdex®-Saule und in einem dritten 
Schritt eine Anionentauschchromatographie durchge- 
fuhrt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Anionen- 
tauschchromatographie mit einer Mono Q®- Anionen- 
tauschchromatographie durchgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, wobei das Mus- 
kulaturgewebe Parietalmuskulaturgewebe ist 

9. Verfahren nach Anspruch 6 bis 8, wobei der Rohex- 
trakt hergestellt wird durch Pulverisieren des Muskula- 
turgewebes, Auflosen in einer Aufschlussl6sung, Inku- 
bation der so erbaltenen Losung iiber einen Zeitraum 
von 5 bis 30 Minuten bei mindestens 60°C, vorzugs- 
weise 70 bis 90°C, und anschlieBende Zentrifugation. 

10. Verfahren nach einem der AnsprUche 6 bis 9, wo- 
bei im Anschluss an die Anionentauschchromatogra- 
phie eine Ultrafiltration durchgefuhrt wird. 

11. Verwendung eines Proteins mit der Aktivitat einer 
Dmydrotirwnamid-Dehydrogenase aus Arten der Fa- 
milie Scyliorhindidae als Diaphorase. 

12. Verfahren zur oxidativen oder reduktiven Umset- 
zung eines Substrates zu einem Farbstoff, wobei das 
Substrat zusammen mit mindestens einem Pyridinnu- 
cleotid und einem Protein mit der Aktivitat einer Dihy- 
droliponamid-Dehydrogenase aus Arten der Familie 
Scyliorhindidae, insbesondere einem Protein nach ei- 
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nem der Anspruche 1 bis 5, unter reduzierenden oder 
oxidierenden Bedingungen zu einem Farbstoff umge- 
setzt wird. 
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